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INTRODUÇÃO
O uso de plantas medicinais para prevenir e tratar 
enfermidades é uma prática muito antiga. A Organiza-
ção Mundial de Saúde (OMS) reconhece que, embora a 
medicina moderna esteja bem desenvolvida, uma grande 
parcela da população dos países em desenvolvimento 
ainda depende da medicina tradicional, uma vez que 85% 
desta população utiliza plantas ou preparações destas nos 
seus cuidados básicos de saúde (Brasil 2006). Entretanto, 
o seu uso ainda é baseado em conhecimento passado 
de geração para geração, sem embasamento científico. 
Assim, o uso indiscriminado de chás ou produtos deri-
vados de plantas medicinais pode resultar em malefícios 
e efeitos colaterais para a saúde humana.
Dentre as espécies utilizadas na medicina popular, 
destaca-se a amoreira-preta, que faz parte de um grande 
grupo de plantas do gênero Rubus, que é constituído por 
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RESUMO: (Atividade antiproliferativa e determinação dos compostos fenólicos de extratos aquosos de amoreira-preta (Rubus 
sp.) pelo sistema teste in vivo de Allium cepa L.). O presente trabalho teve o propósito de avaliar o potencial antiproliferativo e 
genotóxico de extratos aquosos de folhas frescas e secas de Rubus sp. sobre a divisão meristemática de pontas de raízes de Allium 
cepa, bem como determinar os compostos fenólicos presentes nos referidos extratos. Os extratos aquosos foram preparados 
por infusão de folhas frescas de amoreira coletadas no município de Santa Maria, RS (nas concentrações de 20 e 60 g.L-1) e de 
folhas secas de Nova Palma, RS (nas concentrações de 10 e 30 g.L-1). Água destilada foi usada como controle negativo e glifosato 
1% como controle positivo. Os compostos fenólicos foram determinados por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). 
Foram analisadas 4000 células por tratamento. A análise estatística foi realizada pelos testes Tukey e Scott-Knott (p < 0,05). 
Os extratos aquosos, tanto de folhas frescas como de folhas secas, nas duas concentrações inibiram a proliferação celular, não 
diferindo significativamente entre si, mas diferindo dos controles. Por CLAE, o extrato aquoso de folhas secas apresentou maior 
quantidade total de compostos fenólicos. A quercetina foi o elemento encontrado em maior quantidade no extrato de folhas secas 
e o ácido cafeico foi predominante no extrato de folhas frescas. Assim, conclui-se que os extratos aquosos de folhas frescas e 
secas de amoreira-preta tem intensa ação antimitótica, mas não genotóxica pelo sistema teste in vivo vegetal.
Palavras-chave: amora, cebola, cromatografia, genotoxicidade, índice mitótico.
ABSTRACT: (Antiproliferative activity and determination of phenolic compounds in blackberry (Rubus sp.) aqueous extracts 
by the Allium cepa L. in vivo test system). We aimed to evaluate the antiproliferative and genotoxic potential of aqueous ex-
tracts prepared with fresh and dry leaves of Rubus sp. on meristematic divisions of Allium cepa root tips, as well as the phenolic 
compounds in the extracts. Aqueous extracts were prepared by infusion of blackberry fresh leaves collected at Santa Maria 
municipality, Rio Grande do Sul state (RS), southern Brazil (at concentrations 20 and 60 g.L-1), and dry leaves collected at Nova 
Palma municipality, RS (at concentrations 10 and 30 g.L-1). Distillated water was used as negative control while 1% glyphosate 
solution was used as positive control. Phenolic compounds were determined by High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC). We analyzed a total 4000 cells per treatment. Statistical analysis was performed using Tukey and Scott-Knott tests 
(p < 0.05). Both fresh- and dry-leaf aqueous extracts at both concentrations inhibited cell proliferation, showing no significant 
difference from one another yet showing significant difference from the control treatments. HPLC analysis revealed that dry-leaf 
aqueous extracts show higher total amount of phenolic compounds. Quercetin was the compound found in highest amounts in 
dry-leaf aqueous extracts while caffeic acid was the predominant compound in fresh-leaf aqueous extracts. Thus, we conclude 
that both fresh- and dry-leaf aqueous extracts of blackberry have intense antimitotic activity but no genotoxic activity in the in 
vivo plant test system.
Keywords: blackberry, onion, chromatography, genotoxicity, mitotic index.
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um grupo variado e complexo de plantas pertencente à 
família Rosaceae (Antunes 2002). Caracterizações do 
gênero Rubus são difíceis de se fazer devido à diversidade 
do hábito de crescimento das plantas e distribuição das 
espécies (Antunes 2002). As plantas têm aspecto rústico, 
sob a forma de ervas-subarbustos ou de porte ereto, sendo 
que a maioria das espécies apresenta acúleos que lhes 
permite apoiarem-se em outras plantas (Fuks 1984). De 
acordo com a lista de espécies nativas, contida no sistema 
da Flora do Brasil, o gênero Rubus contém oito espécies 
e duas variedades, que são amplamente distribuídas nas 
regiões nordeste, centro-oeste, sudeste e sul do Brasil, 
principalmente em locais de clima ameno (Forzza et 
al. 2010). As folhas de amoreira-preta são utilizadas no 
preparo de chá, por infusão ou decocção, que é usado 
como diurético (Rodrigues & Carvalho 2001).
Bioensaios para detectar substâncias genotóxicas, 
que têm em comum propriedades químicas e físicas 
que permitem suas interações com os ácidos nucleicos, 
permitem identificar riscos potenciais aos seres humanos 
(Varanda 2006). O teste Allium cepa L. é um bioindicador 
de possíveis efeitos adversos sobre os cromossomos, 
de produtos químicos, extratos de plantas, misturas 
complexas entre outros. Este método é validado como 
um eficiente bioteste pelo Programa Internacional de 
Segurança Química (PISQ, OMS) (Cabrera & Rodriguez 
1999; Bagatini et al. 2007; Fachinetto et al. 2007; Fres-
cura et al. 2013) e, por apresentar elevada sensibilidade 
e correspondência com testes animais, este bioteste é 
ideal para uma avaliação preliminar de efeitos antipro-
liferativos e genotóxicos (Bagatini et al. 2007, Tedesco 
& Laughinghouse IV 2012).
A presença de substâncias resultantes do metabolismo 
secundário vegetal, que possuem primariamente distintas 
funções, especialmente a proteção das espécies produ-
toras, é que determina a ação terapêutica de uma planta 
medicinal (Taiz & Zeiguer 2013). Assim, os extratos das 
plantas medicinais são misturas complexas de diversos 
compostos, fazendo-se necessários estudos fitoquímicos 
capazes de detalhar os compostos presentes nos mesmos. 
A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) é 
uma técnica que revela o perfil cromatográfico ou finger-
print, que é importante para a análise de extratos vegetais 
uma vez que possibilita obter a representatividade dos 
múltiplos compostos químicos presentes na amostra em 
uma única análise (Alaerts et al. 2007).
Desta forma, o presente trabalho foi conduzido com 
o propósito de avaliar o potencial antiproliferativo e 
genotóxico e ainda determinar os compostos fenólicos 
dos extratos aquosos preparados por infusão de folhas 
frescas e folhas secas de Rubus sp., por meio da obser-
vação de possíveis danos cromossômicos e também da 
inibição da divisão meristemática das pontas de raízes 
de Allium cepa, submetidas aos extratos das folhas em 
diferentes concentrações, servindo como indicativo de 
possíveis danos a outros tipos celulares eucarióticos, 
principalmente células humanas.
MATERIAL E MÉTODOS
Avaliação da ação das infusões sobre o ciclo celular
Coleta de material botânico e preparo dos ex-
tratos aquosos
Folhas de amoreira (Rubus sp.) foram coletadas de 
dois acessos de municípios do Rio Grande do Sul: Nova 
Palma (NP) e Santa Maria (SM). As folhas do acesso 
NP foram secas à temperatura ambiente e armazenadas 
em sacos de papel até o uso. As folhas do acesso SM 
foram coletadas no mesmo dia do preparo das infusões. 
Os extratos aquosos foram preparados por infusão, de 
10 minutos, das folhas secas e frescas na concentração 
de 10 e 30 g.L-1 e 20 e 60 g.L-1, respectivamente. As 
folhas secas perdem umidade, por isso que a quantidade 
de material foliar seco para o preparo do chá é menor 
(Borges et al. 2011).
Após o preparo, os extratos foram coados e colocados 
em copos plásticos de 50 mL quando atingiram a tem-
peratura ambiente.
Tratamentos e critérios de análise
Água destilada foi utilizada como controle negativo e 
solução de glifosato a 1% como controle positivo, pois 
comprovadamente induz alterações cromossômicas e 
inibe a divisão celular em células meristemáticas de A. 
cepa (Souza et al. 2010).
Seis grupos de quatro bulbos, cada um correspondendo 
a um tratamento, foram colocados para enraizar em água 
destilada. Após o enraizamento, em média 72 horas, 
um grupo permaneceu em água destilada, outro grupo 
foi colocado em solução de glifosato a 1% e os demais 
foram transferidos para os diferentes extratos aquosos 
preparados por infusão. A distribuição dos tratamentos 
foi feita da seguinte forma: tratamento 1, controle ne-
gativo (água destilada); tratamento 2, controle positivo 
(glifosato 1%); tratamento 3, extrato aquoso das folhas 
frescas de amoreira (20 g.L-1) – acesso SM; tratamento 4, 
extrato aquoso das folhas frescas de amoreira (60 g.L-1) – 
acesso SM; tratamento 5, extrato aquoso das folhas secas 
de amoreira (10 g.L-1) – acesso NP; tratamento 6, extrato 
aquoso das folhas secas de amoreira (30 g.L-1) – acesso 
NP. Os bulbos de cebola permaneceram nos tratamentos 
por 24 horas, em temperatura ambiente. 
Após o período de aplicação dos tratamentos, as radí-
culas (incluindo os controles) foram coletadas, fixadas 
em etanol: ácido acético (3:1) por 24 horas e, posterior-
mente, armazenadas em etanol 70% sob refrigeração. 
A confecção das lâminas, utilizando a orceína acética 
como corante do material genético, seguiu a técnica de 
esmagamento desenvolvida por Guerra & Souza (2002), 
com pequenas modificações.
A análise das lâminas foi realizada ao microscópio 
óptico, sendo que para cada grupo de tratamento duas 
lâminas foram preparadas (repetições). Quinhentas 
células por lâmina foram analisadas, totalizando 1000 
células por bulbo, e 4000 células por tratamento. Os 
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valores dos índices mitóticos (IM) foram calculados 
com base na porcentagem de células em divisão (razão 
do número de células em divisão pelo número total de 
células analisadas, multiplicado por 100).
Análise dos extratos por cromatografia líquida 
de alta eficiência (CLAE-DAD)
Uma amostra de cada extrato, na concentração mais 
elevada, foi separada para a realização de cromatografia 
líquida de alta eficiência com detector de arranjo de 
diodos (CLAE-DAD), no Laboratório de Fitoquímica 
do Departamento de Farmácia Industrial da UFSM do 
Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas.
Química, aparelhos e procedimentos gerais
Todos os reagentes químicos foram de grau analítico. 
Acetonitrila, ácido fórmico, ácido gálico, ácido clorogê-
nico, ácido cumárico e ácido cafeico foram adquirido da 
Merck (Darmstadt, Alemanha). Cianidina foi adquirida 
da ChromaDex. Rutina, canferol, catequina e quercetina 
foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, 
MO, EUA). A cromatografia líquida de alta eficiência foi 
realizada com um sistema de CLAE (Shimadzu, Kyoto, 
Japão) e auto injetor Shimadzu (SIL-20A), equipado 
com bombas alternativas (Shimadzu LC-20AT) ligadas 
a um desgaseificador (20A5 DGU) com um integrador 
(CBM 20A), detector de arranjo de diodos (SPD-M20A) 
e software (LC solution SP1 1.22).
Quantificação de compostos por CLAE
Análises cromatográficas foram realizadas em fase 
reversa sob condições de gradiente utilizando coluna 
C18 (4,6 mm x 150 mm) carregada com partículas de 
diâmetro 5mm, a fase móvel utilizada foi água contendo 
2% de ácido fórmico (A) e acetonitrila (B), e o gradiente 
de composição foi: 5% (B) durante 5 min, 20% (B) até 10 
min, 40, 50, 60, 70 e 100% (B) a cada 10 min, seguindo 
o método descrito por Thabti et al. (2012) com pequenas 
modificações. As infusões de amora foram analisadas a 
uma concentração de 30 e 60 g.L-1. O fluxo usado foi de 
0,7 mL/min, o volume de injecção de 20 mL e o compri-
mento de onda foi de 254 nm para o ácido gálico, 280 
nm para catequina, 325 nm para o ácido cafeico, ácido 
cumárico e ácido clorogênico, 365 nm para rutina, quer-
cetina, canferol e 520 nm para cianidina. As amostras e a 
fase móvel foram filtradas através de filtro de membrana 
de 0,45 mm (Millipore) e em seguida desgaseificadas por 
banho de ultrassom antes da utilização. As soluções de 
referência foram preparadas na fase móvel para CLAE 
nas concentrações de 0,050-300 mg.mL-1. Os picos cro-
matográficos foram confirmados por comparação do seu 
tempo de retenção com os dos padrões de referência e 
por espectros de DAD (200 a 500 nm). 
Todas as operações cromatográficas foram realizadas 
à temperatura ambiente e em triplicata. O limite de de-
tecção (LOD) e o limite de quantificação (LOQ) foram 
calculados com base no desvio padrão das respostas, e a 
inclinação, usando três curvas analíticas independentes. 
LOD e LOQ foram calculados como 3.3 e 10 σ.S-1, res-
pectivamente, onde σ é o desvio padrão da resposta, e S é 
a inclinação da curva de calibração (Boligon et al. 2013).
Análise estatística
O delineamento do experimento foi inteiramente 
casualizado. Os valores dos índices mitóticos foram 
comparados pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade 
de erro. As médias dos compostos fenólicos resultantes 
da Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 
foram comparadas utilizando-se o Teste de Scott-Knott (p 
< 0,05). Ambos os testes foram realizados com o auxílio 
do programa Assistat®, versão beta 7.7.
RESULTADOS E DISCUSSÃO
O sistema teste A. cepa, por sua confiabilidade e cor-
relação com outros testes, oferece resultados que servem 
como bioindicadores iniciais de genotoxicidade de plan-
tas medicinais, contribuindo para estudos de prevenção 
de danos à saúde humana (Bagatini et al. 2007).
No presente trabalho, observou-se que os extratos 
aquosos de Rubus sp., tanto os obtidos por infusão de 
folhas secas como de folhas frescas, em todas as con-
centrações inibiram a proliferação celular, não diferindo 
significativamente entre si, mas diferindo dos controles 
(Tab. 1).
Outros autores igualmente verificaram atividade anti-
proliferativa de espécies medicinais, utilizando o sistema 
teste A. cepa, como Fachinetto et al. (2007) estudando 
Achyrocline satureioides (Lam.) DC, Dalla Nora et al. 
(2010) avaliando Mikania glomerata Sprengel, Souza et 
Tratamentos T1 T2 T3 T4 T5 T6
Total de células analisadas 4000 4000 4000 4000 4000 4000
Células em intérfase 3855 3914 4000 3999 3989 3997
Células em divisão 145 33 0 1 11 3
Células com alterações 0 15 0 0 0 0
Índice mitótico (IM) % 3,625 c* 1,200 b 0 a 0,025 a 0,275 a 0,075 a
Abreviaturas: T1, controle negativo (água destilada); T2, controle positivo (glifosato 1%); T3, extrato aquoso das folhas frescas de amoreira (20 
g.L-1) – acesso Santa Maria; T4, extrato aquoso das folhas frescas de amoreira (60 g.L-1) – acesso Santa Maria; T5, extrato aquoso das folhas 
secas de amoreira (10 g.L-1) – acesso Nova Palma; T6, extrato aquoso das folhas secas de amoreira  (30 g.L-1) – acesso Nova Palma. * Números 
seguidos de letras diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Tabela 1. Número de células de raízes de A. cepa analisadas em intérfase, em divisão, irregulares e índice mitótico dos distintos tratamentos 
com extratos aquosos de Rubus sp.
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al. (2010) analisando Artemisia verlotorum Lam., Dias 
et al. (2014) avaliando infusões de Mikania cordifolia 
(L. F.) Willd., bem como Tedesco et al. (2015) estudando 
Citrus sinensis (L.) OSBECK. Borges et al. (2011) ob-
servaram uma inibição do índice mitótico em sementes 
de cebola tratadas com extratos aquosos de folhas frescas 
e secas de mamona (Ricinus communis L.), sendo que 
os extratos de folhas frescas obstaram mais fortemente 
a divisão celular.
Cragg & Newman (2005) relataram que muitos dos 
agentes utilizados no tratamento do câncer são derivados 
de fontes naturais e foram descobertos a partir de testes 
de citotoxicidade, por inibir a proliferação de células 
cancerígenas em modelos in vitro ou ex vitro. Portanto, 
é de grande importância realizar estudos adicionais so-
bre espécies medicinais que inibem os ciclos celulares, 
o que é o caso da amoreira, que demonstrou uma alta 
capacidade de inibição do índice mitótico em A. cepa. 
Igualmente, Uncaria tomentosa (Willd.) DC demonstrou 
uma eficaz restrição da divisão celular do meristema 
apical de raízes de cebola, servindo como indicativo de 
seu modo de ação no tratamento de câncer (Sheng et al. 
2000; Kurás et al. 2006).
O metabolismo secundário das plantas tem como re-
sultado a produção de compostos fenólicos, que possuem 
variadas funções, como: defesa contra pragas e doenças, 
contra as radiações ultravioletas do sol e também podem 
atuar na atração de insetos polinizadores (Ignat et al. 
2011). Os cromatogramas dos extratos aquosos de folhas 
(secas e frescas) de amoreira revelaram a presença de 
cianidina, ácido gálico, catequina, ácido clorogênico, 
ácido cafeico, ácido cumárico, rutina, quercetina e can-
ferol. A tabela 2 mostra a quantidade média de cada um 
dos compostos fenólicos presentes nos extratos aquosos 
das folhas de amoreira-preta, assim como a quantidade 
total de compostos obtidos por cromatografia (CLAE). 
A partir da tabela 2 é possível observar que o extrato 
aquoso de folhas secas apresenta maior quantidade total 
de compostos fenólicos em relação ao extrato de folhas 
frescas. A quercetina foi o elemento encontrado em 
maior quantidade no extrato de folhas secas, seguido do 
ácido cafeico. Já no extrato de folhas frescas o elemento 
predominante foi o ácido cafeico, sendo que os outros 
elementos tem grande redução em relação ao extrato de 
folhas secas. 
Anteriormente, pesquisadores como Avila et al. (1994) 
reportaram que a quercetina evitou a proliferação ce-
lular de tumor de mama humano, e Seufi et al. (2009) 
demonstraram o efeito preventivo da quercetina sobre 
hepatocarcinoma em ratos. Estudos já demonstraram 
atividade inibitória do ácido cafeico, derivado do ácido 
cinâmico, em células tumorais de ratos (Jiang & Zhen, 
2000). Assim, no caso dos extratos aquosos analisados, 
a hipótese é de que as substâncias predominantes são 
responsáveis  pela ação inibitória sobre a divisão celular. 
Em trabalhos futuros, sugere-se que a extração de cada 
um dos produtos seja realizada e analisada.
Quanto o processo de desidratação, pode-se inferir que 
este de alguma forma altera a concentração de compostos 
fenólicos nas folhas. Estudos sobre alelopatia realizados 
por Goetze & Thomé (2004) mostraram que os extratos 
obtidos a partir de folhas secas de eucalipto e tabaco 
tiveram efeitos mais danosos, diminuindo a germinação 
de sementes de três hortaliças testadas, em comparação 
com os extratos obtidos de folhas frescas. Segundo 
Jacobi & Ferreira (1991) o material vegetal seco pode 
ter maior poder alelopático, revelando a não destruição 
das substâncias aleloquímicas no processo de secagem. 
Fachinetto et al. (2007) corroboram tal inferência, visto 
que seu trabalho mostrou que a desidratação de Achyro-
cline satureioides (marcela) provavelmente levou a uma 
maior concentração dos metabólitos secundários, pois os 
extratos feitos das inflorescências de marcela armazena-
das tiveram maior capacidade antiproliferativa do que os 
extratos obtidos das inflorescências frescas. 
Não foram encontrados na literatura relatos sobre dife-
rença de quantidade de compostos fenólicos em extratos 
aquosos preparados com material seco ou fresco. Porém, 
Noronha et al. (2014) relataram teores de compostos 
fenólicos maiores em extratos etanólicos de caule, raiz 
e fruto seco de Ficus pumila L. em relação aos frescos, e 
apenas os extratos de folhas frescas e secas apresentaram 
quantidades de compostos fenólicos equivalentes.
Segundo Alibek et al. (2012) vários estudos evi-
Tabela 2. Compostos fenólicos presentes nos extratos aquosos das folhas secas e frescas de amoreira-preta (Rubus sp.) em duas concentrações 
diferentes, obtidos por cromatografia de líquida de alta eficiência (CLAE).
Compostos Extrato das folhas secas 30 g.L-1 (NP) Extrato das folhas frescas 60 g.L-1 (SM) LOD LOQ
mg.g-1 µg/mL
Cianidina 2,49 c* 2,00 c 0,012 0,030
Ácido gálico 0,15 d - 0,019 0,062
Catequina 2,04 c 2,06 c 0,031 0,101
Ácido clorogênico 1,18 d 1,16 d 0,025 0,083
Ácido cafeico 5,01 b 4,78 a 0,008 0,027
Ácido cumárico 2,52 c 0,75 e 0,027 0,089
Rutina 1,10 d 2,19 b 0,023 0,075
Quercetina 8,22 a 2,18 b 0,016 0,053
Canferol 2,66 b 1,99 c 0,022 0,073
TOTAL 25,38 17,12
Abreviaturas: NP, Nova Palma; SM, Santa Maria; LOD, limite de detecção; LOQ, limite de quantificação. Resultados são expressos como média 
de três determinações. *Médias seguidas por letras diferentes diferem pelo Teste de Scoot-Knott (p < 0,05).
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denciam que agentes antimicrobianos possuem efeitos 
antiproliferativos e/ou citotóxicos tanto in vitro como in 
vivo. Medina et al. (2011) relacionaram positivamente 
a abundância de compostos fenólicos com a ação anti-
microbiana sobre Salmonella enteritidis, assim como 
atividade antioxidante e antiproliferativa. Compostos 
fenólicos e flavonoides são capazes de reagir com o 
DNA, interferir na sua replicação, inibindo o crescimen-
to bacteriano, explicando sua atividade antimicrobiana 
(Seyyednejad et al. 2008). Desta forma, conclui-se que os 
extratos aquosos tanto das folhas secas como das folhas 
frescas de amoreira-preta possuem efeito citotóxico, re-
sultado da severa inibição da divisão celular de A. cepa, 
independente da concentração avaliada. Além disso, 
devido ao reduzido número de células em divisão, não 
foi possível verificar a existência de atividade genotóxica.
A cromatografia líquida de alta eficiência revelou que 
a quercetina foi o composto fenólico mais abundante no 
extrato aquoso de folhas secas e o ácido cafeico no extrato 
aquoso de folhas frescas. Os compostos secundários de 
plantas medicinais variam consideravelmente de acordo 
com vários fatores, podendo influenciar no o seu valor 
terapêutico. Porém, apesar desta diferença na composição 
dos extratos, ambos apresentaram o mesmo efeito, ou 
seja, impediram a proliferação celular, o que pode ser 
extrapolado para outros tipos de células eucarióticas.
A atividade antimitótica sobre o meristema apical de 
raízes de cebola apresentada pelos extratos aquosos de 
amoreira-preta é um resultado promissor, uma vez que 
a inibição eficaz da divisão celular é uma exigência 
para potenciais drogas anticâncer extraídas de plantas 
medicinais.
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